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57© Resumen:
Composición y procedimiento para extraer β-lactoglobuli-
na de muestras procesadas y no procesadas y método de
inmunoensayo para β-lactoglobulina.
Composición y procedimiento para extraer beta-lactoglo-
bulina de muestras y un método de inmunoensayo pa-
ra el análisis de beta-lactoglobulina (β-lactoglobulina, β-
LG). Se refiere a una composición y un procedimiento
para extraer la β-lactoglobulina (β-LG) existente en pro-
ductos, que consiste en el empleo de una mezcla de un
agente disruptor de puentes disulfuro y un agente des-
naturalizante en un tampón de pH neutro o ligeramente
básico, seguido por una etapa de tratamiento con una so-
lución salina. Pueden ser empleados para extraer β-LG
contenida en muestras de distintos orígenes sometidas
o no a distintos procesos, como etapa previa a su análi-
sis mediante inmunoensayo. Dicho método es válido para
el análisis de productos, en particular para los destina-
dos a personas alérgicas a β-LG. La invención se refiere
tambiénal análisis de β-LG y en especial al análisis me-
diante inmunoensayo y más concretamente mediante un
ensayo en inmunoadsorbentes con detección enzimática
(ELISA).
Aviso: Se puede realizar consulta prevista por el art. 37.3.8 LP.E
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DESCRIPCIÓN
Composición y procedimiento para extraer β-lactoglobulina de muestras procesadas y no procesadas y método de
inmunoensayo para β-lactoglobulina.
Sector de la técnica
Esta invención se refiere, en general, al análisis del alergeno β-lactoglobulina (β-LG) en productos y especialmente
a una composición y un procedimiento para extraer esta proteína de los productos, que es compatible con su análisis.
La invención se refiere también al análisis de este alergeno mediante un inmunoensayo, y en especial mediante un
ensayo en inmunoadsorbentes con detección enzimática (ELISA). La invención es de especial interés para los sectores
alimentario, farmacéutico y clínico.
Estado de la técnica
La β-lactoglobulina (β-LG es una de las proteínas mayoritarias de la leche. Asimismo es uno de los principa-
les alergenos existentes en alimentos, cuya ingestión puede causar serios trastornos, incluso la muerte, en personas,
especialmente niños con alergia a esta proteína de la leche.
Su determinación en alimentos es por tanto importante a dos niveles. El primero en alimentos especialmente fabri-
cados para el consumo de personas alérgicas a β-LG. El segundo en alimentos formulados sin leche ni componentes
lácteos, pero que pudieran resultar contaminados al realizarse su fabricación en las mismas líneas industriales que la
de alimentos que contienen productos lácteos.
La producción de fármacos en animales transgénicos que da lugar a la excrección de los fármacos en la leche hace
necesario controlar la ausencia de β-LG en los mismos.
Existen métodos para la determinación de esta proteína en leche y productos lácteos. Sin embargo, para el análisis
de β-LG en otros productos como por ej. fármacos producidos en animales transgénicos o en matrices alimentarias con
otros componentes de origen animal o vegetal, sometidos a distintos tratamientos, o bien su uso no ha sido descrito o
su aplicación ha conducido a resultados inexactos e imprecisos.
Las proteínas de la leche pueden dividirse en dos grupos: las proteínas de suero lácteo, que son solubles a pH
aproximado 4,6 y las caseínas, que son insolubles en estas condiciones. La β-LG pertenece al primer grupo. La β-LG,
al ser una globulina, es soluble en soluciones salinas.
Los métodos existentes emplean generalmente como agente de extracción de β-LG una solución salina.
El tratamiento de los productos lácteos, en especial el térmico, provoca la desnaturalización parcial de la β-LG y
su incorporación a las micelas de caseína.
El calentamiento de β-LG en presencia de otros componentes, como por ejemplo componentes de alimentos de
origen animal y vegetal, puede provocar la interacción del alergeno con esos componentes.
En productos en los que haya interacción de β-LG con otros componentes no es posible realizar la extracción de
esta proteína únicamente con soluciones salinas.
Por tanto, la determinación de β-LG en productos sometidos a algún tipo de tratamiento, independientemente del
método empleado para su análisis, no es exacta si la extracción se realiza únicamente empleando una solución salina.
Descripción de la invención
- Breve descripción de la invención
Desarrollo de una composición y un procedimiento para la extracción de β-LG existente en productos con com-
ponentes de origen mineral, animal y/o vegetal sometidos a distintos tratamientos, que es compatible con el método
ELISA puesto a punto para cuantificar esta proteína en alimentos.
La solución proporcionada por esta invención se basa en el conocimiento del empleo de un agente disruptor de
puentes disulfuro para la liberación de β-LG asociada a las micelas de caseína (M.M. Calvo, J. Leaver, A.J.R. Law,
J.M. Banks, Milchwissenschaft 47 (1992) 343), en el conocimiento del empleo de una solución conteniendo un agente
disruptor de puentes disulfuro y un agente desnaturalizante para extraer otras proteínas, concretamente gluten de
alimentos tratados térmicamente (Patente E. López Villar, M. Gómez Llorente, E. Méndez Corman PCT/ES02/00208)
y en el conocimiento de la solubilidad de globulinas en soluciones salinas.
El empleo conjunto de la composición y el procedimiento de extracción de β-LG desarrollados y del método
ELISA puesto a punto permiten detectar la presencia de este alergeno en muestras de alimentos con una exactitud y
precisión mucho mayor que los métodos comerciales existentes.
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Un objeto de esta invención es una composición y un proceso para extraer β-LG de alimentos que son compatibles
con ELISA, que consiste en extraer β-LG con una solución que contiene un agente disruptor de puentes disulfuro y un
agente desnaturalizante a un pH controlado por una solución tampón, seguida por una etapa con una solución salina.
Un objeto adicional de esta invención es un método para determinar mediante inmunoensayo la β-LG presente en
alimentos, que consiste en la extracción previa de la β-LG presente en la muestra mediante el proceso anteriormente
mencionado de extracción de β-LG.
- Descripción detallada de la invención
La invención proporciona una composición, llamada en adelante composición de la invención, que consiste en un
agente disruptor de puentes disulfuro, un agente desnaturalizante, y una solución tampón.
El agente disruptor de puentes disulfuro es un compuesto capaz de reducir los puentes disulfuro, como por ejemplo,
2-mercaptoetanol (2-ME).
El agente desnaturalizante es un compuesto con capacidad para cambiar la estructura de las proteínas, permitiendo
mayor accesibilidad de los anticuerpos a las zonas de reconocimiento de la β-LG existente en matrices complejas,
como por ejemplo cloruro de guanidinio.
La solución tampón debe mantener el pH de la composición de la invención próximo a 7, como por ejemplo un
tampón borato.
La invención también proporciona un proceso para extraer β-LG de una muestra, llamado en adelante el proceso
de la invención, que consiste en extraer la β-LG de la muestra con una solución salina en presencia de la composición
de la invención.
La solución salina es una solución en la que son solubles las globulinas, como por ejemplo una solución de cloruro
sódico.
En una aplicación específica de la composición de la invención el agente disruptor de puentes disulfuro es 2-ME
24 mM, el agente desnaturalizante es cloruro de guanidinio 25 mM, la solución tampón es borato 2,5 mM a pH 8,3
(en proporción 5%).
En una aplicación específica del proceso de la invención, la composición de la invención es la indicada en la
cláusula anterior y la solución salina es cloruro sódico 0,15 M.
La composición de la invención y el proceso de la invención son útiles para extraer β-LG de productos lácteos.
La composición de la invención y el proceso de la invención también permiten extraer β-LG de alimentos que
contienen otros ingredientes, además de productos lácteos, y que han sido sometidos a distintos tratamientos térmicos.
La composición de la invención y el proceso de la invención pueden permitir también extraer β-LG de otros
productos, como por ej. fármacos.
Más específicamente, el proceso de la invención, que consiste en extraer β-LG con una solución salina y separar
el sobrenadante que contiene la β-LG extraída, se caracteriza porque antes de la extracción con esta solución salina
la muestra a analizar se mezcla con la composición de la invención, incubándose a temperatura ambiente durante un
tiempo de 2 horas.
La muestra de alimento a ser analizada se prepara triturándola, si es necesario, y mezclándola con una solución
acuosa. A continuación se realiza una etapa de desnatado. Después se añade la composición de la invención. Trans-
currido el periodo de extracción se aísla la β-LG en la fracción soluble.
En una aplicación específica la solución acuosa con que se mezcla la muestra es una solución salina con fosfato
(PBS).
En una aplicación específica la etapa de desnatado se realiza del siguiente modo: tras un periodo de agitación de
la mezcla anterior de 10 min a temperatura ambiente, se calienta durante 20 min a una temperatura de 40ºC, se realiza
una etapa de centrifugación a 2000 g durante 20 min a 25ºC, se sumerge en un baño de hielo durante 15 min y se
elimina la grasa manualmente.
En una aplicación específica, una vez realizado el desnatado se añade la composición de la invención, se cierra el
recipiente y se agita.
En una aplicación específica la incubación de la muestra con la composición de la invención se realiza a temperatura
ambiente durante 2 horas. A continuación se añade la solución salina a esta mezcla y se incuba con agitación a
temperatura ambiente durante una hora.
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En una aplicación específica para aislar la β-LG de la fracción soluble la mezcla se centrifuga, recogiéndose el
sobrenadante (que contiene la β-LG extraída) que se filtra a través de papel de filtro Whatman 40 y de un filtro de
jeringa de 0,45 µm con membrana de baja absorción de proteínas.
En una aplicación específica el contenido en β-LG se cuantifica por una técnica de inmunoensayo, por ej. de tipo
ELISA.
La invención proporciona un método de análisis de β-LG mediante inmunoensayo.
El método de inmunoensayo es del tipo ensayo en inmunoadsorbentes con detección enzimática (ELISA).
El método ELISA es de formato sándwich.
La realización del método ELISA sándwich consiste en etapas sucesivas de incubación en un soporte de un anti-
cuerpo anti-β-LG, pasivación de las posiciones del soporte no unidas al anticuerpo, incubación de la muestra a analizar,
incubación de un segundo anticuerpo anti-β-LG marcado con una enzima, adición de un sustrato de la enzima y deter-
minación del producto formado en la reacción enzimática.
En una aplicación específica el primer anticuerpo es policlonal desarrollado en conejo.
En una aplicación específica el primer anticuerpo se diluye en tampón carbonato/bicarbonato de pH 9,6.
En una aplicación específica el soporte es un pocillo de una placa multipocillos polimérica.
En una aplicación específica el primer anticuerpo se incuba en el soporte durante una noche.
En una aplicación específica el soporte se lava tres veces con solución de lavado antes de la etapa de pasivado.
En una aplicación específica la solución de lavado consiste en una mezcla de PBS con un detergente no fónico de
tipo polioxietilensorbitano y suero de conejo (ambos en proporciones 0,05%).
En una aplicación específica la solución de pasivado consiste en una mezcla de PBS y suero de conejo (en propor-
ción 0,5%).
En una aplicación específica la pasivación se realiza durante 1 hora a Tª ambiente.
En una aplicación específica el soporte se lava tres veces con solución de lavado después de la etapa de pasivado.
En una aplicación específica se preparan distintas diluciones de la solución patrón de β-LG y de las muestras.
En una aplicación específica la solución de dilución es igual a la solución de lavado.
En una aplicación específica se incuban las alícuotas de la solución patrón y de las muestras en el soporte durante
1 hora a Tª ambiente.
En una aplicación específica el soporte se lava tres veces con solución de lavado después de la etapa de incubación.
En una aplicación específica el segundo anticuerpo unido a una enzima se diluye con una disolución igual a la
disolución de lavado.
En una aplicación específica se incuban las alícuotas del segundo anticuerpo marcado con enzima en el soporte
durante 1 hora a Tª ambiente.
En una aplicación específica el segundo anticuerpo es un policlonal desarrollado en conejo.
En una aplicación específica la enzima es peroxidasa de rábano picante.
En una aplicación específica el soporte se lava tres veces con solución de lavado después de la etapa de incubación
del segundo anticuerpo marcado con enzima.
En una aplicación específica el soporte se aclara tres veces con agua después de los lavados con solución de lavado.
En una aplicación específica el sustrato de la reacción enzimática es orto-fenilendiamina.
En una aplicación específica la reacción enzimática se para por adición de ácido sulfúrico.
El uso del procedimiento de extracción y análisis de la beta-lactoglobulina de muestras procesadas y no procesadas
existente en productos de distintos orígenes para los sectores alimentario, farmacéutico y clínico; de especial interés
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para los alimentos de las personas alérgicas a la β-LG y la seguridad de las instalaciones que contienen productos
lácteos y suministran alimentos a personas alérgicas a la β-LG.
Ejemplos de realización de la invención
Los resultados mostrados en la Figura 1 (Ejemplo 1) indican que con el método ELISA propuesto se logra para
soluciones patrón de β-LG un intervalo lineal de cuantificación entre 3,5 x 10−11 M y 4,6 x 10−8 M y un límite de
detección de 9,7 x 10−13 M.
Los resultados de las Tablas 1 y 2 (Ejemplos 2 y 3) indican que el procedimiento de la invención es apropiado para
realizar el tratamiento de muestras que han sido contaminadas con productos lácteos o alimentos que los contengan,
antes de la determinación de β-LG por ELISA con el fin de poner de manifiesto la presencia o ausencia de este
alergeno.
La invención también proporciona un método para identificar por ELISA la presencia de β-LG existente en ali-
mentos que han sido contaminados con productos lácteos o alimentos que los contengan y sometidos posteriormente
a distintos tratamientos térmicos (ver Ejemplos 2 y 3, Tablas 1 y 2).
Los siguientes ejemplos ilustran la invención y no deben ser considerados como límite de sus aplicaciones.
Ejemplo 1
Detección e intervalo lineal de cuantificación de β-LG en soluciones patrón
Este experimento se lleva a cabo para mostrar la sensibilidad e intervalo de cuantificación proporcionados por el
procedimiento ELISA propuesto.
1.1 Procedimiento ELISA
El anticuerpo policlonal anti-β-LG desarrollado en conejo se diluye empleando búfer carbonato/bicarbonato 0,05
M de pH 9,6. Se añaden alícuotas de la solución de anticuerpo a los pocillos de una placa multipocillos y se incuba
durante la noche a 4ºC. Transcurrida la incubación, el soporte se lava 3 veces con solución de lavado. Posteriormente la
placa multipocillos se pasiva mediante la adición de alícuotas de la solución de bloqueo en cada pocillo y la posterior
incubación durante 1 hora a Tª ambiente. Tras la incubación el soporte se lava 3 veces con solución de lavado del
mismo modo que en el paso anterior.
La solución de β-LG patrón se diluye a distintas concentraciones en la solución de dilución y se adicionan las
alícuotas en los pocillos de la placa. Se incuba durante 1 hora a Tª ambiente y tras la incubación el soporte se lava 3
veces con solución de lavado.
El anticuerpo policlonal anti-β-LG desarrollado en conejo y marcado con enzima se diluye en la solución de
dilución. Se añaden partes alícuotas de la solución de anticuerpo a los pocillos y se incuba durante 1 hora a Tª ambiente.
Transcurrida la incubación, el soporte se lava 3 veces con solución de lavado y se aclara con agua.
La orto-fenilendiamina, sustrato de la reacción enzimática se diluye en búfer sustrato e inmediatamente se añaden
partes alícuotas de la solución en cada pocillo. Transcurrido el tiempo adecuado para la formación de color, se para
la reacción enzimática añadiendo de H2SO4 2,5 M en cada pocillo y se procede a la medida de la absorbancia a una
longitud de onda de 492 nm en un lector de placas ELISA.
1.2 Resultados
La figura 1A muestra los valores de absorbancia obtenidos en el ensayo ELISA para concentraciones de β-LG
en el intervalo 9,7·10−13 a 1,6·10−6 M. Para los ensayos en blanco, en que la solución de β-LG es sustituida por
una alícuota de disolvente, el valor de absorbancia es de 0,104 ± 4,7·10−3. El límite de detección, calculado como
la concentración correspondiente al valor de la absorbancia para el blanco + 3 desviaciones estándar, es inferior
a 9,7·10−13 M, considerándose este valor como límite de detección práctico. La figura 1 B muestra el intervalo de
concentraciones de β-LG en el que la respuesta es lineal, que corresponde al intervalo entre 3,5·10−11 y 4,6·10−8 M de
β-LG.
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Ejemplo 2
Determinación de β-LG en alimentos infantiles con garantía de no contener β-LG y en los mismos alimentos conta-
minados con diferentes productos lácteos y sometidos posteriormente a distintos tratamientos térmicos
Este experimento ilustra la validez de la composición y del procedimiento de extracción de la invención para
determinar mediante el método ELISA de la invención la presencia de β-LG existente en productos que han sufrido
contaminación con diferentes productos lácteos y posteriormente se han sometido a distintos tratamientos térmicos.
2.1 Materiales
Para llevar a cabo este experimento se utilizaron los alimentos indicados en la Tabla 1.
2.2 Proceso de la invención para extraer β-LG
El proceso de la invención consiste en extraer β-LG usando cloruro sódico en presencia de un agente disruptor de
puentes disulfuro y de un agente desnaturalizante y en la presencia de una solución tampón.
Para llevar a cabo este proceso se introducen 4 g de muestra en un tubo de poliestireno de 50 mL. Se añaden 40 mL
de PBS y tras un periodo de agitación de la mezcla anterior de 10 min a temperatura ambiente, se calienta durante 20
min a una temperatura de 40ºC, centrifugándose a continuación a 2000 g durante 20 min a 25ºC, y posteriormente se
sumerge en un baño de hielo durante 15 min y se elimina la grasa manualmente. Después se añaden 2 mL de tampón
borato 2,5 mM de pH 8,3, 68 microlitros de 2-ME y 9,18·10−2 g de cloruro de guanidinio. Se cierra el recipiente y se
agita a temperatura ambiente durante 2 horas. Se toma una parte alícuota de 10 mL de esta mezcla y se añaden 30 mL
de una solución cloruro sódico 0,15 M y se incuba con agitación a temperatura ambiente durante una hora. Después la
mezcla se centrifuga a 9000 g durante 35 min a temperatura ambiente, recogiéndose el sobrenadante (que contiene la
β-LG extraída) que se filtra a través de papel de filtro Whatman 40 y de un filtro de jeringa de 0,45 µm con membrana
de baja absorción de proteínas. Finalmente, el contenido en β-LG se cuantifica por una técnica de inmunoensayo, por
ej. de tipo ELISA (ver ejemplo 1).
La solución de PBS puede prepararse diluyendo 1:10 una solución de PBSx10. Para hacer esto 60 mL de PBSx10
y 540 mL de agua MilliQ (resistividad 18MOhm.cm) se añaden en una botella. La solución resultante tiene un pH
entre 7,30 y 7,40. La solución PBSx10 se puede preparar mediante la mezcla de los volúmenes necesarios de dos
disoluciones A y B hasta alcanzar un pH final de 6,84. La disolución A de pH 8,56 se prepara mediante la mezcla
de 17,79 g de Na2HPO4, 80,64 g de NaCl y 2,01 g de KCl en 1000 ml de agua MilliQ. La disolución B de pH 3,58
mezclando 6,89 g de NaH2PO4, 40,32 g de NaCl y 1,01 g de KCl en 500 ml de agua MilliQ. La solución obtenida se
almacena a temperatura ambiente.
La solución de la invención formada por borato 2,5 mM pH 8,3, 2-ME y cloruro de guanidinio se puede preparar
pesando 2,29 g de cloruro de guanidinio y añadiendo 50 ml de tampón borato. Se agita hasta la perfecta disolución del
cloruro de guanidinio y finalmente se añaden 1,7 ml de 2-ME.
La solución de tampón borato 2,5 mM a pH 8,3 se puede preparar disolviendo 9,53·10−2 g de tetraborato sódico en
100 ml de agua MilliQ y ajustando el pH con ácido bórico 2,5 mM.
2.4 Resultados
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 1, que indica la concentración de β-LG determinada mediante
el método ELISA de la invención en alimentos infantiles de distinta naturaleza (ave con arroz, pescado con arroz y
cereales con frutas) contaminados en diferentes proporciones con distintos productos lácteos (leche, queso y yogur)
que podrían ser ingredientes de otros alimentos, y sometidos posteriormente a los mismos tratamientos térmicos a
que serian sometidos cada uno de los potitos durante la fabricación industrial. Se simula de este modo una potencial
contaminación durante el procesado de alimentos elaborados sin leche realizado en la misma línea de producción que
el procesado de alimentos lácteos. La Tabla 1 pone de manifiesto la ausencia de falsos positivos, ya que el método
ELISA proporciona una señal nula para los tres tipos de alimentos con garantía de no contener productos lácteos. De
igual modo, la tabla indica también la posibilidad de detectar la β-LG existente en alimentos infantiles de ave con arroz
contaminados en proporción 1:100; 1:1.000 y 1: 100.000 con leche procedente de leche en polvo y sometidos a 118ºC
durante 20 min. Se observa también la viabilidad de detectar la β-LG existente en alimentos infantiles de pescado con
arroz contaminados en proporción 1:100 y 1: 1.000 con queso fresco y sometidos a 100ºC durante 56 min. En la tabla
1 puede verse también la validez del método para detectar la β-LG existente en alimentos infantiles de cereales con
fruta contaminados en proporción 1:100 y 1:1.000 con yogur y sometidos a 100ºC durante 30 min.
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TABLA 1
Determinación de β-LG en alimentos de distintos orígenes contaminados en diferentes proporciones con diferentes
productos lácteos y sometidos tras la contaminación a tratamiento térmico
7
510
15
20
25
30
35
40
45
50
55
60
65
ES 2 326 569 B1
Ejemplo 3
Determinación de β-LG en alimentos infantiles con garantía de no contener β-LG y que han sido contaminados con
otros alimentos que contienen diferentes productos lácteos y han sido sometidos posteriormente a distintos tratamien-
tos térmicos
Este experimento ilustra la posibilidad de emplear el ELISA de la invención para determinar la β-LG extraída
con la composición y el procedimiento de la invención en muestras de alimentos infantiles de distinta naturaleza con
garantía de no contener leche y que han sido contaminados en distintas proporciones con otros alimentos que contienen
productos lácteos, y que han sido sometidos tras la contaminación a diferentes tratamientos térmicos.
3.1 Materiales
Para llevar a cabo este experimento se utilizaron los alimentos indicados en la Tabla 2.
3.2 Proceso de la Invención
El proceso de la invención consiste en extraer β-LG usando cloruro sódico en presencia de un agente disruptor
de puentes disulfuro y de un agente desnaturalizante y en la presencia de una solución tampón (ver apartado 2.2 en
Ejemplo 2).
3.3 Resultados
Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 2, que indica la concentración de β-LG determinada mediante
el método ELISA de la invención en alimentos infantiles de distinta naturaleza (ave con arroz, pescado con arroz y
cereales con frutas) contaminados en diferentes proporciones con otros alimentos que contienen distintos productos
lácteos (arroz con leche, queso con pera y yogur con pera), y sometidos posteriormente a los mismos tratamientos
térmicos a que serían sometidos cada uno de los potitos durante la fabricación industrial. Se simula de este modo
una potencial contaminación durante el procesado de alimentos elaborados sin leche realizado en la misma línea de
producción que el procesado de alimentos que contienen productos lácteos. La Tabla 2 indica la posibilidad de poner
de manifiesto la β-LG existente en alimentos infantiles de ave con arroz contaminados en proporción 1:65; 1:650
y 1:65.000 con arroz con leche que contiene un 65% de leche y sometidos tras la contaminación a 118ºC durante
20 min. Se observa también la viabilidad de detectar la β-LG existente en alimentos infantiles de pescado con arroz
contaminados en proporción 1:40; 1:400 y 1:40.000 con postre de queso fresco con pera que contiene un 40% de
queso fresco, y sometidos tras la contaminación a 100ºC durante 56 min. En la Tabla 2 puede verse también la validez
del método para detectar la β-LG existente en alimentos infantiles de cereales con fruta contaminados en proporción
1:26, 1:260 y 1:26.000 con yogur con pera que contiene un 26% de yogur y sometidos tras la contaminación a 100ºC
durante 30 min.
(Tabla pasa a página siguiente)
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TABLA 2
Determinación de β-LG en alimentos de distintos orígenes contaminados en diferentes proporciones
con otros alimentos que contienen productos lácteos y sometidos tras la contaminación a
tratamiento térmico
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REIVINDICACIONES
1. Composición para extraer beta-lactoglobulina de muestras caracterizada por un agente disruptor de puentes
disulfuro y un agente desnaturalizante en una solución tampón.
2. Composición para extraer beta-lactoglobulina de muestras de acuerdo con la reivindicación 1 caracterizada
porque el agente disruptor de puentes disulfuro es 2-mercaptoetanol.
3. Composición para extraer beta-lactoglobulina de muestras de acuerdo con las reivindicaciones 1 y 2 caracteri-
zada porque en que la concentración de 2-mercaptoetanol es de 24 mM.
4. Composición para extraer beta-lactoglobulina de muestras de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 3 caracteri-
zada porque el agente desnaturalizante es cloruro de guanidinio.
5. Composición para extraer beta-lactoglobulina de muestras de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 4 caracteri-
zada porque la concentración de cloruro de guanidinio es 25 mM.
6. Composición para extraer beta-lactoglobulina de muestras de acuerdo con las reivindicaciones 1 a 5 caracteri-
zada porque la solución tampón es una solución borato de pH 8,3.
7. Procedimiento para extraer beta-lactoglobulina de muestras caracterizada por la utilización de un agente dis-
ruptor de puentes disulfuro y un agente desnaturalizante en una solución tampón de acuerdo con cualquiera de las
reivindicaciones 1 a 6, previo al tratamiento con una solución salina.
8. Procedimiento para extraer beta-lactoglobulina de muestras de acuerdo con la reivindicación 7, caracterizada
porque la solución salina es cloruro sódico.
9. Procedimiento para extraer beta-lactoglobulina de muestras de acuerdo con las reivindicaciones 7 y 8 en que la
concentración de cloruro sódico es 0,15 M.
10. Procedimiento para extraer beta-lactoglobulina de muestras de acuerdo con cualquiera de las reivindicaciones
7 a 9 caracterizada por mezclar la muestra a ser estudiada con una composición según las reivindicaciones 1 a 6,
incubar la mezcla resultante, añadir una solución salina y separar el sobrenadante que contiene la β-LG extraída.
11. Procedimiento para extraer beta-lactoglobulina de muestras de acuerdo con la reivindicación 10 en que la
muestra es incubada con la composición a temperatura ambiente durante 2 horas.
12. Procedimiento para extraer beta-lactoglobulina de muestras de acuerdo con la reivindicación 10 y 11 en que la
incubación con la solución salina es realizada a temperatura ambiente durante 1 hora.
13. Procedimiento para extraer beta-lactoglobulina de muestras de acuerdo con las reivindicaciones 10 a 12 en que
la separación del sobrenadante es realizada por centrifugación seguida de filtración.
14. Método de inmunoensayo para el análisis de la β-LG caracterizado por el empleo de un detergente y/o suero
animal en un tampón como soluciones de lavado y pasivado y como diluyente de anticuerpos y muestras.
15. Método de inmunoensayo para el análisis de la β-LG de acuerdo con la reivindicación 14 caracterizado porque
el detergente es no fónico de tipo polioxietilensorbitano.
16. Método de inmunoensayo para el análisis de la β-LG de acuerdo con las reivindicaciones 14 a 15 caracterizado
porque el suero animal es suero de la misma especie animal en que se producen los anticuerpos empleados.
17. Método de inmunoensayo para el análisis de la β-LG de acuerdo con las reivindicaciones 14 a 16 caracterizado
porque el suero animal es suero de conejo.
18. Método de inmunoensayo para el análisis de la β-LG de acuerdo con las reivindicaciones 14 a 17 caracterizado
porque el tampón es PBS.
19. Uso del procedimiento, según reivindicaciones anteriores, para extracción y análisis de la beta-lactoglobulina
existente en productos procesados o no procesados de cualquier origen de acuerdo con las reivindicaciones anteriores.
20. Uso del procedimiento, según la reivindicación 19, cuando los procedimientos proceden de los sectores ali-
mentario, farmacéutico y clínico.
21. Uso del procedimiento según reivindicación 19 para garantizar la seguridad de las instalaciones que contienen
productos lácteos y suministran alimentos a personas alérgicas a la β-LG.
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1. Documentos considerados:
A continuación se relacionan los documentos pertenecientes al estado de la técnica tomados en consideración para la reali-
zación de esta opinión.
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Documento Número Publicación o Identificación Fecha Publicación
D01 MÄKINEN-KILJUNEN, S. AND PALOSUO, T. A 08-1992
D02 NEYESTANI, T.R., et al. 06-2003
D03 ROSENDAL, A., et al. 10-2000
D04 VELEDO, M.T., et al. 06-2005
D05 BATT, C.A., et al. 04-1990
2. Declaración motivada según los artículos 29.6 y 29.7 del Reglamento de ejecución de la Ley 11/1986, de 20 de marzo,
de patentes sobre la novedad y la actividad inventiva; citas y explicaciones en apoyo de esta declaración
La presente solicitud de patente describe y reivindica una composición y un procedimiento para extraer beta-lactoglobulina
de diferentes muestras, y un método de inmunoensayo mediante la técnica de ELISA para detectar esta proteína en las
mencionadas muestras.
Existen numerosos documentos en el estado de la técnica que divulgan el empleo de la técnica de ELISA para detectar beta-
lactoglobulina en diferentes productos lácteos. De todos ellos se han seleccionado los documentos D01 a D03, que se resumen
a continuación.
En el documento D01 se utiliza el método de ELISA para determinar la presencia de beta-lactoglobulina en diversas muestras,
entre ellas, en alimentos infantiles. Puesto que la solicitud de patente emplea este mismo método para detectar la presencia
de restos lácteos en alimentos infantiles por análisis de la beta-lactoglobulina, y en ambos documentos se utilizan los mismos
reactivos (suero de conejo, Tween 20 y PBS), se considera que el documento D01 anticipa la novedad de las reivindicaciones
14 a 18 de la solicitud, y, por tanto, estas reivindicaciones no se consideran nuevas según el artículo 6 de la Ley de Patentes.
En el documento D02, los autores emplean diversas técnicas para aislar proteínas lácteas (incluida la beta-lactoglobulina) la de
forma que mantengan su antigenicidad. Aunque se trate de técnicas de aislamiento diferentes a las empleadas en la solicitud,
entre los métodos que utilizan para determinar la pureza y antigenicidad de las proteínas incluyen el método de ELISA, y
emplean los mismos reactivos que en la solicitud. Por ello, las reivindicaciones 14 a 18 no son nuevas a la luz de lo divulgado
en el documento D02.
Igualmente, el documento D03 emplea, entre otras, la técnica de ELISA para detectar beta-lactoglobulina residual en prepa-
raciones infantiles hipoalergénicas, si bien en este caso los reactivos utilizados no son exactamente los mismos que en la
solicitud. Se considera que el documento D03 afecta la actividad inventiva de las reivindicaciones 14 a 18 de la solicitud, por-
que no supone un esfuerzo inventivo el empleo de compuestos como el Tween 20, o el tampón PBS, cuyo uso es ampliamente
conocido en el estado de la técnica.
En ninguno de estos tres documentos aparece detallado un método de aislamiento de la beta-lactoglobulina como el descrito
en la solicitud, por lo que no se considera que afecten a la novedad ni la actividad inventiva del resto de las reivindicaciones
(1-13 y 19-21).
La composición reivindicada en la solicitud, y el procedimiento que la utiliza no se han encontrado como tales en los documentos
del estado de la técnica, por lo que las reivindicaciones 1 a 13 y 19 a 21 cumplirían el requisito de novedad según el artículo 6
de la Ley de Patentes.
Se ha encontrado, sin embargo, un procedimiento muy similar al reivindicado en el documento D04. En este artículo se analizan
cantidades muy bajas de beta-lactoglobulina en alimentos infantiles, y se emplean técnicas de electroforesis capilar y fluores-
cencia inducida por láser para detectar la proteína. Aunque se trata de tecnología diferente a la utilizada en la solicitud, la forma
de preparación de la muestra previa a la electroforesis utiliza, como en la solicitud, una composición compuesta por tampón
borato y beta-mercaptoetanol a pH y concentraciones iguales a los de la composición reivindicada en las reivindicaciones 1 a
6 (ver D04, página 943, últimas líneas del 2o párrafo).
OPINIÓN ESCRITA Nº de solicitud: 200502938
Hoja adicional
Informe sobre el Estado de la Técnica (Opinión escrita hoja adicional) Página 5/5
La diferencia entre la composición reivindicada y la del documento D04 es que en este último no utilizan un agente desnaturali-
zante. El empleo de cloruro de guanidinio como agente desnaturalizante es muy conocido en el estado de la técnica, y así, por
ejemplo, en el documento citado como D05 se utiliza este compuesto para desnaturalizar la beta-lactoglobulina recombinante
contenida en cuerpos de inclusión.
No se considera que el experto en la materia necesitara un gran esfuerzo inventivo para combinar la información del documento
D05 y la del D04 para llegar a la composición de la solicitud, por lo que las reivindicaciones 1 a 6 de la misma no cumplirían el
requisito de actividad inventiva según el artículo 8 de la Ley de Patentes.
En el mismo párrafo del documento D04 señalado anteriormente se describe un método de aislamiento de beta-lactoglobulina
igual al de la solicitud, salvo por la falta de agente desnaturalizante y porque se incuba la muestra con cloruro sódico tras
el tratamiento con la composición reivindicada. Puesto que en ninguna parte de la solicitud se explica que esta incubación
aporte alguna mejora no esperada en el proceso de aislamiento de la proteína, se considera que tal proceso no aporta ninguna
actividad inventiva a la solicitud. De nuevo, sería evidente para el experto en la materia la combinación de los documentos D04
y D05 para llegar al procedimiento de la solicitud, por lo que las reivindicaciones 7 a 13 no tienen actividad inventiva.
Como consecuencia de lo expuesto anteriormente, las reivindicaciones 19 a 21, que se refieren al uso de la composición, pro-
cedimiento de extracción y método de análisis en alimentos de distintos orígenes, tampoco cumplirían el requisito de actividad
inventiva.
